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論文内容要旨
目的
 Na,K-ATPaseはATPを加水分解し3つのナトリウムイオン細胞外へ2つのカリウムイオン
 を細胞内へ輸送し,細胞内外にイオン勾配を形成する,細胞にとって重要な膜蛋白である。活性
 の測定法としてウアバイン感受性ATP加水分解法がよく用いられたが,ウアバイン感受性カリ
 ウム取り込み法とは異なり測定時には細胞がintactではないにも関わらず,暗黙のうちにナト
 リウムポンプの活性を反映すると考えられている。本論文の目的は類似の値をとると考えられて
 いる両者の値がときに大きく異なることを示し,その乖離がなぜ起こるのかを調べることである。
方法
 ウサギ由来の毛様体無色素上皮細胞を用いて細胞上のNa,K-ATPaseのナトリウムポンプ活用
 (ウアバイン感受性カリウム取り込み法)とNa,K-ATPase活性(ウアバイン感受性ATP加水分
 解法)とを調べた。ウアバイン結合法を用いて,細胞上のNa,K-ATPase数を測定し,細胞内の
 ATP量を測定した。
結果
 phorbol-12,13-dibutyrate(PDBu)によるプロテインキナーゼCの賦活化によりナトリウム
 ポンプ活性は亢進しNa,K-ATPase活性は低下した。
 nigericin(非選択的陽イオンイオノフォア)と冷却・加温法(4。Cで2h冷却後,37℃で加温)
 という細胞内ナトリウムを上昇させる方法が,ナトリウムポンプ活性の増加と,Na,K-ATPase
 活性の抑制を示した。細胞内ナトリウムの上昇はナトリウムポンプ活性の亢進をprimaryに起
 こすことから,細胞内のナトリウムの上昇によるナトリウムポンプ活性化が,Na,K-ATPase活
 性の抑制を引き起こすことが示唆された。
 代謝阻害剤およびブドウ糖欠乏溶液によるATP産生抑制はNa,K-ATPase活性を減少させた。
 また,nigericin,冷却・加温法により細胞内のATPが有意に減少しており,ATPの減少が
 Na,K-ATPase活性抑制に関与していることを示唆された。
 脱共役剤carbonylcyanidem-chlorophenylhydrazone(CCCP)は,ブドウ糖の有無により
 Na,K-ATPase活性の抑制の程度に有意な差を見せた。CCCP(ブドウ糖なし)は約45%の
 Na,K-ATPase活性の抑制をみせ,CCCP(ブドウ糖あり)では約70%のNa,K-ATPase活性の
 抑制を引き起こした。加えて,PDBuは細胞内のATPを減少させずにNa,K-ATPase活性を抑
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 制するため,ATPの減少ではなく消費されたATPを補うための,ATP産生がNa,K-ATPase活
 性の抑制を引き起こすことが示唆された。
 これらの結果から,Na,K-ATPase活性の抑制には,ナトリウムポンプによるATPの消費に
 より引き起こされる抑制と,ATPの減少に引き続いて起こるATP産生の増加により引き起こさ
 れる抑制があることが示唆された。
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 審査結果の要旨
 Na,K-ATPaseは生理学的にはナトリウムポンプとして働き,眼の毛様体無色素上皮細胞で
 イオンのホメオスタシスや房水に必要な水と電解質を一方向的に分泌するのに重要な働きをして
 いる。このNa,K-ATPase活性の測定にはいくつかの方法があるが,基本的には細胞上で実際
 働いているのに近い状態のナトリウムポンプ活性を測定する方法と,Na,K-ATPase酵素その
 ものの活性を測定する方法の2つに分けられる。しかしながら,これらの2つの測定結果が一致
 しない例が最近報告され始めた。本研究ではNa,K-ATPaseの2つの測定結果が乖離する機構
 について培養毛様体無色素上皮細胞を用いて研究を行った。
 その結果,phorbo1-12,13-dlbutyraむe,n土gericin投与または冷却加温法により,ウアバイン
 感受性カリウム取込み量(ナトリウムポンプ活性)は増加し,ウアバイン感受性ATP加水分解
 反応(Na,K-ATPase活性)は減少するという測定結果の乖離現象が認められた。また,代謝
 阻害剤や脱共役剤によりATP産生を抑制するとNa,K-ATPase活性は抑制された。しかしな
 がら,脱共役剤投与時にブドウ糖が存在することによりさらに抑制効果が高まることから,Na,
 K-ATPase活性の抑制にはナトリウムポンプによるATPの消耗とそれに引き続いて起こるATP
 産生の増加が関与していることが示唆された。
 結論として,毛様体無色素上皮細胞内でNa,K-ATPase活性の抑制によりナトリウム・カリ
 ウム能動輸送の亢進に上限をもうけ,ATPの過剰な消費を妨げる機構が存在することを示唆す
 る新しい発見となった。以上の点から博士論文として十分価値のあるものである。
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